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1．はじめに
プロトンポンプ ATPase（ATP の加水分解
と共役しプロトン H+ を輸送する H+-ATPase）
は、原核・真核の区別なく、生体において重要
な役割を果たしている。プロトンポンプは大き
く 3 種類に分類される。1 つ目は、胃酸分泌に
関 与 し て い る H+/K+-ATPase で あ り、P 型
ATPase に分類される。2 つ目は、真核細胞内
のミトコンドリアや葉緑体に局在し、細胞に必
要な ATP の大半を合成している F 型 ATPase
である。3 つ目として、細胞内の多彩なオルガ
ネラ（分泌小胞、被覆小胞、リソソーム、エン
ドソーム、ゴルジ装置、シナプス小胞、ラメラ
ボディなど）の内腔や細胞外コンパートメント
（骨吸収窩、尿細管など）を酸性にしている V
型 ATPase（V-ATPase）が挙げられる（Sun-
Wada et al. 2003b）。細胞の内外に形成されて
いる酸性環境は、タンパク質分解、小胞輸送を
はじめ免疫・神経機能・骨代謝・イオンホメオ
スタシス維持に重要な役割を果たしている
（Futai et al. 2000）。
V-ATPase はオルガネラや形質膜に存在する
プロトンポンプであり、膜表在部分であり
ATPase 活性を有する V1 ドメイン（A, B, C, D, 
E, F, G, H の 8 つのサブユニットからなる）と
膜内在部分でありプロトン輸送を行う V0 ドメ
イン（a, c, c’, d, e の 5 つのサブユニットから
なる）から成り、それぞれ多数のサブユニット
から構成される複雑な構造をしている（Hinton 
et al. 2009）。V-ATPase を構成するいくつか
のサブユニットには、アイソフォームが存在す
ることが知られている。マウスでは a, d, B, C, 
E, G サブユニットにアイソフォームが存在し
（Fig.1）、組織やオルガネラにより異なるアイ
ソフォームを持つ V-ATPase が発現している。
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本稿でとりあげる G サブユニットは、マウ
スでは 118 アミノ酸残基からなる 13-kDa のタ
ンパク質であり、E サブユニットと結合しス
トークと呼ばれる柱状の構造体を形作り、V1
ドメインと V0 ドメインを結びつけ、ATP 加水
分解によって得られたエネルギーを伝達する役
割を担っている（Oot et al. 2012）。また、
V-ATPase は細胞内の状況に応じて、ATP 加
水分解とプロトン輸送の調節を行うが、これは、
V1 ドメインと V0 ドメインの結合／解離を調節
することによって行われているため、このス
トークを形成する G サブユニットと E サブユ
ニットは ATP 加水分解とプロトン輸送調節の
中心的役割を担っていると考えられる。
哺乳類ゲノム中には 3 種類の G サブユニッ
トアイソフォームをコードする遺伝子の存在が
知 ら れ て お り、 そ れ ぞ れ、ATP6V1G1, 
ATP6V1G2, ATP6V1G3 と呼ばれている（Sun-
Wada et al. 2003c）。ATP6V1G1遺伝子のコー
ドする G1 アイソフォームは様々な器官でユビ
キタスに発現しているが、ATP6V1G2 遺伝子
のコードする G2 アイソフォームは脳で特異的
に（Murata et al. 2002）、ATP6V1G3 遺伝子
のコードする G3 アイソフォームは腎臓で特異
的 に 発 現 し て い る（Sun-Wada et al. 2002; 
Sun-Wada et al. 2003a）。G2 アイソフォーム
は脳の中でも神経細胞特異的に発現し、グリア
細胞や星状膠細胞では発現していないことが知
られている。
V-ATPase は神経細胞のシナプス小胞に発現
しており、V-ATPase の形成するプロトン電気
化学勾配は神経伝達物質のシナプス小胞への再
充填に重要な役割を果たしている（Moriyama 
et al. 1993; Takamori et al. 2006; Saw et al. 
2011）。また、シナプス小胞のシナプス前細胞
原形質膜への融合に V-ATPase が関与するこ
とが報告されている（Hiesinger et al. 2005）。
G2 アイソフォームが神経細胞特異的に発現し
ていることは、こうした特異的な機能に関与し
ていると考えられるが、その点については今日
まで明らかにされていない。また、ヒトやマウ
ス を は じ め と す る 実 験 動 物 に お い て
ATP6V1G2 遺伝子の変異に起因する疾患等も
報告されていない。今回、我々は Atp6v1g2 遺
伝子を欠損させたマウスを作製し解析を行った
ところ、Atp6v1g2 遺伝子欠損マウスは発生や
成長、行動に異常を示さないことを見いだした。
また、Atp6v1g2 遺伝子欠損マウスの脳におい
て G1 アイソフォームタンパク質の発現量が転
写後調節によって顕著に上昇していることを見
いだした。この結果は、脳における V-ATPase
活性の量的な調節が生理的に重要であることを
示唆するものである。本研究で作製した G2 欠
損マウスは、神経特異的な V-ATPase 機能を
ターゲットとする治療薬の評価モデルとして有
用であると考えられる。
2．方法
2-1．抗体
V-ATPase G1, G2, G3 アイソフォームに対
する抗体は、各アイソフォームのペプチド配列
を抗原として免疫したウサギから得た血清（医
学生物学研究所㈱に委託）から、同ペプチドを
結合させたアフィニティカラムを用いて精製し
て得た。V-ATPase a1 アイソフォームに対す
る抗体は、合成ペプチド配列を抗原として免疫
Fig.1　V-ATPaseを構成するサブユニット
 膜表在部分に存在する G サブユニットと E
サブユニットは結合し、柱状のストークスを
形成し、V1 ドメインと V0 ドメインを結合す
る。
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したニワトリから得た脾臓細胞とミエローマ細
胞（MuH1）とを融合させたハイブリドーマの
培養上清（医学生物学研究所㈱に委託）から、
同ペプチドを結合させたアフィニティカラムを
用いて精製して得た。マウス β-catenin に対す
る抗体は Becton Dickinson 社から購入した。
HRP 標識した二次抗体は Jackson Immuno 
Research 社から購入した。
2-2．Atp6v1g2遺伝子欠損マウス
Atp6v1g2 遺伝子欠損マウスの作製について
は、以前に報告した（Kawamura et al. 2015）。
Atp6v1g2 遺伝子の遺伝子型決定は野生型アリ
ル、欠損型アリルを特異的に増幅するプライ
マーと ExTaq（TaKaRa 社）を用いて PCR 法
により行った。C57Bl/6 マウスは SLC 社より
購入した。全ての動物実験は該当する法律・基
準の事項に基づいて定めた、同志社女子大学動
物実験指針に則って実験を行った。
2-3． イムノブロット法による V-ATPaseサブ
ユニットアイソフォームの定量
各遺伝子型マウスから摘出した脳と腎臓は
50mM Tris-HCl (pH7.4), 1% sodium dodecyl 
sulphate (SDS), 1mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride 溶液に Complete® プロテアーゼ阻害
剤（Roche 社）を加えた抽出液を用いてタンパ
ク質を可溶化した。タンパク質濃度は BCA 
protein Assay Kit（Pierce 社）を用いて定量
した。イムノブロットは以前に記載した方法に
よ り 行 い（Murata et al. 2002）、Western 
Blotting Substrate Plus system（Pierce 社 ）
を用いて化学発光を LAS-4000 mini system 
（GE Healthcare 社）を用いて検出し、発光強
度 を ImageQuant TL ソ フ ト ウ ェ ア（GE 
Healthcare 社）を用いて定量、数値化した。
2-4． 定量的 real-time PCR法による Gサブ
ユニットアイソフォームmRNAの定量
各遺伝子型マウスから摘出した脳と腎臓は重
量を測定した後、液体窒素を用いて急速凍結し
た。 凍 結 し た 組 織 か ら RNeasy mini kit
（QIAGEN 社製）を用いて RNA を抽出し OD
計測法により定量した。抽出した 1500ng の
RNA から SuperScript VILO cDNA synthesis 
kit（ThermoFisher Scientific 社）を用いて
cDNA を 合 成 し た。Atp6v1g1, Atp6v1g2, 
Atp6v1g3, Gapdh 遺伝子について 定量的 real-
time PCR 法を行い（Kawamura et al. 2015）、
ABI Prism7000 system （ThermoFisher 
Scientific 社）を用いて反応、検出を行った。
用いた PCR primer 配列は Table 1 に示した。
各サンプルの G アイソフォーム mRNA の相対
発現量は ratio = EGapdh
（CqGapdh）/EGn isoform
（CqGn）
として計算し、各遺伝子型間における発現量の
比を fold = EGn isoform, genotypes
（Mean (CqGn, wild） － Mean 
（CqGn, genotypes）)/EGapdh, genotypes
（Mean (CqGapdh,wild） － Mean 
（CqGapdh, genotypes）) として計算した（Pfaffl. 2001）。
3．結果
3-1．Atp6v1g2遺伝子欠損マウスの表現型
我々は、G2 アイソフォームの生体内での役
割について解明するため、Atp6v1g2 遺伝子を
遺伝的に欠損したマウスを作製した。まず、
Atp6v1g2 遺 伝 子 の ヘ テ ロ 欠 損 マ ウ ス
（Atp6v1g2+/-）は、発生・生育ともに正常で、
交配による産仔にも異常は見られなかった。
Atp6v1g2+/- マウス同士を交配し、Atp6v1g2
遺伝子ホモ欠損マウス（Atp6v1g2-/-）の作製
Table 1． 定量的 real-time PCR法に用いた PCR 
primerの配列
遺伝子 primer名称 配列
Atp6v1g1
G1-S201 5′ -ccctcagcaatggcgagtcagtc-3′
G1-A201 5′ -tcagcctgggcttcttctttgg-3′
Atp6v1g2
VG2-S201 5′ -aagcgggcagcggagaaggtg-3′
VG2-A202 5′ -gccgcctgctgcttgctct-3′
Atp6v1g3
VG3-S201 5′ -agaaaagaaaaggaaagcgactga-3′
VG3-A201 5′ -tctatgcctatggacttggatgtg-3′
Gapdh
GAPDH-S1 5′ -tcccgtagacaaaatggtgaaggt-3′
GAPDH-A1 5′ -tgtgccgttgaatttgccgtgagt-3′
 各アイソフォーム mRNA を特異的に増幅する PCR 
primer の配列を示した。上流側と下流側の primer
間にイントロンをはさみ、ゲノム DNA を鋳型とし
た増幅を抑制するように設計した。
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を行った。生まれた仔マウスは、生後 3 週齢
で PCR 法により遺伝子型の決定を行ったとこ
ろ、Atp6v1g2-/- マウスの生存が確認され、発
生過程や出生後の異常による致死性は認められ
なかった。また、各遺伝子型の産仔数は、ほぼ
メンデル則に則っていることが確認された
（Table 2）。得られた Atp6v1g2-/- マウスについ
ては、1 年以上飼育を継続したが、行動異常や
明らかな疾病への罹患は確認されなかった。
3-2． Atp6v1g2遺伝子欠損マウスにおける
G1, G2アイソフォームタンパク質の発
現量
G1 アイソフォームはユビキタスに発現し、
G2 アイソフォームは脳特異的に発現し、G3
アイソフォームは腎臓特異的に発現する。我々
Fig.2　 Atp6v1g2-/-マウスに脳と腎臓における V-ATPase Gサブユニットタンパク質の発現量
 （A） Atp6v1g2+/+ マウス（レーン e, f）、Atp6v1g2+/- マウス（レーン c, d）、Atp6v1g2-/- マウス（レーン a, 
b）から得られた脳と腎臓の組織抽出液を電気泳動し、PVDF 膜に転写し、G1, G2, G3, a1 アイソ
フォームを特異的に認識する抗体を用いてイムノブロット法により各アイソフォームを検出した。
V-ATPase ポンプアセンブリーの量を a1 アイソフォームを用いて比較した。泳動したタンパク質量
の内部標準として β-catenin を用いた。
 （B） 各シグナルの発光強度を数値化し、各アイソフォームの Atp6v1g2+/+ マウスでの発現量を 100% と
した相対値を示した。各遺伝子型それぞれ、4 匹のマウスから組織抽出液を調製し、3 回ずつ独立に
実験を行いばらつきをエラーバーで示した。
Table 2.　 Atp6v1g2+/-マウス交配により得た仔マ
ウスの遺伝子型
遺伝子型
+/+ +/- -/-
14 36 17
(21%) (54%) (25%)
 得られた仔マウス（3～4 週齢）の尾から得たゲノム
DNA を用いて PCR 法により遺伝子型を行った。
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は、Atp6v1g2-/- マウスにおける G1, G2, G3 各
アイソフォームの発現量を確認するため、脳と
腎臓の組織抽出液を用いてイムノブロット法に
より解析を行った（Fig.2）。その結果野生型マ
ウスにおいては、G1 アイソフォームは脳、腎
臓両組織に発現しているが、脳での発現量は腎
臓に比べて低く、G2 アイソフォームは脳特異
的に、G3 アイソフォームは腎臓特異的に発現
が見られた。Atp6v1g2-/- マウスでは、脳にお
ける G2 アイソフォームの発現が見られなく
なっており、Atp6v1g2- アリルが G2 アイソ
フォームタンパク質の欠損を導くことが確認さ
れた。また Atp6v1g2+/- マウスでは、G2 アイ
ソフォームタンパク質の発現量は野生型の約
70%（有意）に低下していた。G1 アイソフォー
ムの腎臓における発現量は変化が見られないが、
脳では、有意に発現量が上昇していた。G3 ア
イソフォームの腎臓における発現量は変化が見
られなかった。V0 ドメインを構成する a1 アイ
ソフォームタンパク質の発現量は各遺伝子型間
で変化しておらず、V-ATPase のポンプアセン
ブリー全体の量は各遺伝子型間で変化していな
いと考えられる。
3-3． Atp6v1g2-/-マウスにおける G1, G2アイ
ソフォームmRNAの発現量
Atp6v1g2-/- マウスでは、脳における G1 ア
イソフォームタンパク質の発現量が上昇してい
た。転写段階においても同様の変化が見られる
か否かについて、定量的 real-time PCR 法を
用いて、G1, G2, G3 各アイソフォームをコー
ドする遺伝子の mRNA 量を定量したところ、
G3 アイソフォームの mRNA 量は各遺伝子型
間で差がなかった。この結果は、タンパク質レ
ベルでの結果と一致する。G2 アイソフォーム
の mRNA 量は Atp6v1g2-/- マウスでは検出限
界 以 下 に 低 下、Atp6v1g2+/- マ ウ ス で は
Atp6v1g2+/+ に比べ、減少傾向にあることが明
らかになった。G1 アイソフォームの mRNA
量については、特に脳においてタンパク質量に
は大きな変化が見られたのに対し、遺伝子型間
で発現量の差は見られなかった。
4．考察
ほ乳類の生体内の細胞内外における酸性環境
の機能は多岐にわたっているが、その酸性環境
は構造的多様性を有する V-ATPase によって
形成されている。V-ATPase のサブユニットア
イソフォームの多様性はこうした多様な機能に
対応するために進化的に獲得されてきたものと
考えられる。ほ乳類では G サブユニットには
3 つのアイソフォームの存在が知られており、
G1 アイソフォームはユビキタスに、G2 アイ
ソフォームは脳の神経細胞特異的に、G3 アイ
Fig.3　 Atp6v1g2-/-マウスに脳と腎臓における V-ATPase GサブユニットmRNAの発現量
 各遺伝子型マウスの脳と腎臓から得られた total RNA を用いて cDNA を合成し、各アイソフォームの
mRNA 発現量を定量的 real-time PCR 法により定量した。各アイソフォームの mRNA 発現量を Gapdh 
mRNA 発現量で標準化した相対量を示した。Atp6v1g2+/+ マウス 4 匹、Atp6v1g2+/- マウス 3 匹、
Atp6v1g2-/- マウス 4 匹の組織から抽出した total RNA を用いて定量を行い、ばらつきをエラーバーで示
した。
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ソフォームは腎臓特異的に発現している。G2, 
G3 アイソフォームはそれぞれ、神経細胞と腎
臓に特異的な役割を担っていることが考えられ、
今回我々は、G2 アイソフォームを欠損させる
ことによりその機能解析を試みたが、明確な表
現型を見いだすことができなかった。これは、
欠損した G2 アイソフォームの機能を G1 アイ
ソフォームの発現量を上昇させることで代替し
た結果と考えている。
今回我々は、マウス脳において、G2 アイソ
フォームを欠損しても、細胞内の V-ATPase
の量や活性を監視し、その全量が変化しないよ
う調節されることを見いだした。Atp6v1g2-/-
マウスにおける G1 アイソフォームの mRNA
量は各遺伝子型でほぼ一定であったにもかかわ
らず、タンパク質の発現量は Atp6v1g2+/- マウ
スでは野生型の約 8 倍、Atp6v1g2-/- マウスで
は野生型の約 16 倍に上昇していた。この結果
から G1 アイソフォームの発現量調節は転写レ
ベルではなく、転写後調節により行われている
ものと考えられる。
腎臓や内耳リンパ嚢に特異的に発現する B1
アイソフォームを欠損した腎髄質間細胞では、
本来 B1 アイソフォームが発現する細胞膜表面
に B2 アイソフォームを輸送することでその機
能を代替していることが報告されているが、
B2 アイソフォームの発現量は mRNA レベル、
タンパク質レベル共に遺伝子型によらず一定で
あり、転写や翻訳による発現量調節は、行われ
ていないことが報告されている（Paunescu et 
al. 2007）。また、ファゴソーム内腔の酸性化
に寄与する a3 アイソフォームを欠損させた場
合、a1 あるいは a2 アイソフォームにより部分
的にその機能が代替されるが、完全には代替さ
れないことが明らかになっている（Sun-Wada 
et al. 2009）。これら細胞内におけるV-ATPase
の輸送メカニズムについては、V-ATPase と細
胞骨格の相互作用によるとの報告がなされてい
る（Zuo et al. 2006）。G サブユニットと共に
ストークスを形成する E サブユニットの E1 ア
イソフォームに関しては、E1 アイソフォーム
mRNA にリボヌクレオタンパク質である HuR
が結合して、mRNA の安定性を高め、発現量
の維持に寄与していることが明らかになってい
る（Jeyaraj et al. 2005）。 ま た、G1 ア イ ソ
フォームタンパク質の分解について、rab7/
RILP（Rab-interacting lysosomal protein）
の制御によりプロテアソームへ輸送され分解さ
れることが明らかになっている（De Luca et 
al. 2014）。
このように、V-ATPase のタンパク質発現量
の調節や細胞内局在制御機構には、様々なメカ
ニズムが関わっている。今回我々の提示する、
G1 アイソフォームの発現量が転写後調節によ
り行われているという知見は、これまで他のア
イソフォームを含め提唱されたことはなく、
V-ATPase の発現量調節機構について新たな機
構の存在を提示するものである。しかし、その
詳細なメカニズムに関しては未解明のままであ
り、今後、この発現量調節メカニズムを明らか
にすることで、G2 アイソフォームの生体内で
の役割を明らかにしていくことが必要であると
考えている。
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